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ガレート(EGCG)の 4 種が含有されている (Fig. 1)。その中で EGCG の含量が最
も高い。緑茶のカテキン含有量は、茶の品種、茶葉の摘採時期や製茶方法によ
って異なるが、乾燥重量あたりおよそ 10-18 % である 2, 3) 。カテキン類はガロ
イル基の有無により遊離型カテキン（EC および EGC）、ガレート型カテキン
（ECG および EGCG）に大別される。緑茶抽出液中のカテキンのうち、ガレー
ト型カテキンが約 50～60 %、遊離型カテキンが約 30～40 % 程度である。1981
年に缶入り茶飲料が発売されて以降、緑茶の缶及びペットボトル飲料の生産量
は年々増加している。これらの容器詰飲料中の茶カテキンは加熱殺菌時に、そ
の約 50 % がC環の 2位に熱異性化を受け、熱異性化カテキンを生じ、EC、EGC、
ECG および EGCG からそれぞれ、(─)-カテキン(C)、(─)-ガロカテキン (GC)、(─)-
カテキンガレート（CG）および(─)-ガロカテキンガレート(GCG) が生成される




緑茶カテキンはアテローム生成抑制効果 7)、抗肥満効果 8-10)、抗酸化作用 11, 12)、
抗腫瘍形成抑制効果 13, 14)、高トリアシルグリセロール血症抑制効果 15, 16)等、様々
な健康機能性について研究されてきている。血清コレステロール低下作用につ





告されている 17-20, 35)。Imai らは、1,330 名の 40 歳以上の日本人男性を緑茶摂取
量が一日 3 杯以下、4-9 杯、10 杯以上の 3 群に分けると、緑茶摂取量の増加に伴
う血清総コレステロール濃度、LDL-コレステロール濃度および VLDL-コレステ
ロール濃度の低下を報告した 17)。Kono らは 1,306 名の男性での横断的疫学研究
にて、一日に緑茶を 9 杯以上摂取するヒトの血清総コレステロール濃度は、一
日に緑茶を 2 杯以下摂取するヒトのそれよりも 8 mg/dl 低いことを報告した 18)。
Kono らはまた、2,062 名の男性（49-55 歳）での疫学研究において、一日に緑
茶を 10 杯摂取するヒトの血清総および LDL-コレステロール濃度は、緑茶を摂
取しないヒトよりもそれぞれ 7.3 mg/dl、7.2 mg/dl 低いことを報告した 19)。
Tokunaga らは、13,916 名の日本人労働者（男性 8,476 名、女性 5,440 名）を解
析した結果、緑茶摂取は血清総コレステロール濃度の低下と関連があることを
示し、また、一日に緑茶を 10 杯以上摂取してもさらなる血清総コレステロール
濃度の低下がみられないことを報告した 20)。一方で、Tsubono らによる、630 名
の中年男性とその配偶者 370 名での横断的疫学研究では、緑茶摂取量が一日 1
杯以下、1-4 杯、4 杯以上の 3 群に分けた場合、緑茶の血清総コレステロール濃
度に対する有益な効果は認められなかったことが報告されている 35)。これらの
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を行った 21)。血清総コレステロール値 180-260 mg/dl の 20 歳以上の成人男女 60
名に、12 週間のガレート型カテキン配合飲料摂取試験を実施した。試験は被験
者を「プラセボ飲料」群と「試験飲料」群の 30 名ずつに分けた。「プラセボ飲
料」は、茶カテキンを除いた緑茶抽出液 250ml で、これに 197 mg のガレート型
カテキンを配合したものを「試験飲料」とした。この飲料 250 ml を朝食時およ
び夕食時に１本ずつ、つまり一日 2 本を 12 週間摂取させ、試験開始前と試験開
始以降、4 週間ごとに採血を行った。摂取開始 2 ヶ月および 3 ヶ月目に、試験飲
料群で摂取開始前と比較して血清総コレステロール濃度が有意に低下した。ま
た、摂取開始 3 ヶ月目には、プラセボ群と比較して有意に低下した。LDL-コレ








は被験者を「プラセボ飲料」群（n = 67）と「試験飲料」群（n = 65）に分けた。
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「プラセボ飲料」は、茶カテキンを除いた緑茶抽出液 250ml で、これに 196.2 mg
のガレート型カテキンを配合したものを「試験飲料」とした。この飲料 250ml
を朝食時および夕食時に１本ずつ、つまり一日 2 本を 12 週間摂取させ、試験開
始前と試験開始以降、4 週間ごとに採血を行った。総コレステロール濃度および
LDL-コレステロール濃度が、摂取開始 4, 8, 12 週間目に、試験飲料群で摂取開
始前と比較して有意に低下した。なお、この 2 つのヒト介入試験は、試験飲料






あるいは緑茶抽出物として 40-49)、緑茶カテキン 150-2500 mg/day を 3 週間～3 ヶ
月摂取させた 14 のランダム化コントロール試験、計 1136 名でメタアナリシス
を行った 23)。その結果、緑茶カテキンを含有する緑茶飲料および緑茶抽出物の
摂取は、血清総コレステロールおよび LDL-コレステロール濃度を有意に低下さ
せると結論づけた。また、Kim らは、緑茶カテキン 145-3000 mg/day を 3～24















も報告されている。1986 年に Muramatsu らは、1 % コレステロール食を 28 日




Fukuyo らは、緑茶抽出物から精製した EGCG でも同様に血清コレステロール
濃度を低下させること、糞便中のコレステロール排泄量を増加させることを報
告した 62)。また、Matsuda らは、茶葉のメタノール抽出物（EGCG および ECG
を含む）を 2.5 % コレステロール食を摂食させたマウスに経口投与すると、血
清コレステロール濃度が低下することを報告した 63)。さらに、Chan らによって、












吸収を抑制することを示唆する。一方で、Yang らは、Lung Chen Tea 抽出物（中
国緑茶のひとつで EGCG に富む）を食餌誘発性高コレステロール血症ラットに
8 週間与えたところ、血清および肝臓コレステロール濃度を低下させることを報
告した 67)。その際、Lung Chen Tea 抽出物は肝臓でのコレステロール合成の律速
































告した。また、高純度カテキン（EGCG, ECG, EGC, EC）を用いて同様に検討し
たところ、EGCG が最もコレステロール低下作用が強く、次に ECG が強いこ
と、遊離型カテキンである EGC および EC はコレステロール低下作用が弱いこ
とを示した 26)。さらに、EGCG を用いて、胆汁酸ミセル中のコレステロール濃




























およびコレステロール含有胆汁酸ミセルに高純度カテキン（EGCG, ECG, EGC, 
EC, GCG, CG, GC, C）を添加して、ミセルに残存するコレステロールおよび胆汁
9
酸濃度を測定した。ミセル内残存コレステロール濃度はガレート型カテキン添
加量依存的に減少した。さらに、熱処理によって生じる GCG および CG は、そ
れぞれの由来である EGCG および ECG よりも強い低下作用を示した。このこ




























二重層と高い親和性を持つことを示した 70)。同じ研究グループの Kumazawa ら
は、EGCG 分子がリン脂質二重層と相互作用することを、31P および 2H を用い
た固体核磁気共鳴法（固体 NMR）にて証明した 71)。さらに同じ研究グループの
Uekusa らは、ガレート型カテキンである EGCG および ECG が、脂質膜表面で
PC のトリメチルアンモニウム基を介して相互作用（cation-相互作用）するこ
とを、溶液 NMR 法を用いて示した 72)。さらに Uekusa らは、EGCG および ECG
がその分子内にて B 環およびガロイル基平面が-相互作用によってスタッキ
ング構造をとること、この-相互作用が EGCG および ECG と PC との cation-
相互作用を増強する可能性を示した 73)。これらのことから、ガレート型カテキ










































































左列: 緑茶カテキン, 右列: 熱異性化カテキン
12
なお、本論文では以下の略号を使用した。













NOE, nuclear Overhauser effect
NOESY, NOE-correlated spectroscopy










2-SA, 2-(9-anthroyloxy) stearic acid
12SA, 12-(9-anthroyloxy) stearic acid
SPR, surface plasmon resonance
T1, 1H 縦緩和時間
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ECG, EGC, EC）を用いて同様に検討したところ、EGCG が最もコレステロール
低下作用が強く、次に ECG が強いこと、遊離型カテキンである EGC および EC 
はコレステロール低下作用が弱いことを示した。EGCG を用いて、胆汁酸ミセ
ル中のコレステロール濃度と EGCG 濃度の関係を調べたところ、EGCG 添加量
依存的にコレステロールおよび EGCG の沈殿量が平行して増加することを示し
た。さらに、Ikeda らは、胆汁酸ミセルに 8 種類の高純度カテキン（EGCG, ECG, 
EGC, EC, GCG, CG, GC, C）を添加して、残存するコレステロールおよび胆汁酸
濃度を測定した 27)。ミセル内残存コレステロール濃度はガレート型カテキン添
加量依存的に減少した。熱処理によって生じる GCG および CG は、それぞれの










脂質二重層と高い親和性を持つことを示した 70)。同じ研究グループの Kumazawa 
らは、EGCG 分子がリン脂質二重層と相互作用することを、31P および 2H を用
いた固体核磁気共鳴法（固体 NMR）にて証明した 71)。同じ研究グループの Uekusa 
らは、ガレート型カテキンである EGCG および ECG が、脂質膜表面でホスフ
ァチジルコリンのトリメチルアンモニウム基を介して相互作用（cation-相互作
用）することを、溶液 NMR 法を用いて示した 72)。さらに Uekusa らは、EGCG
および ECG がその分子内にて B 環およびガロイル基平面が-相互作用によっ
























実験 2-1-1：EGCG と EGC の比較試験（ガレート型カテキンと遊離型カテキン




より調製した（Table 2-1）。この胆汁酸ミセルを安定化させるため 37°C で 24 時
間インキュベートした後、ガレート型カテキンとして EGCG を、遊離型カテキ
17
ンとして EGC をそれぞれ 0, 1, 2 mM となるように添加した。また、別の実験に
て、ガレート型カテキンとして EGCG を、熱異性化ガレート型カテキンとして




内部標準物質として 5-cholestane 100 g 添加済みのねじ口チューブにミセル
層を 250 l サンプリングした。CHCl3 : MeOH = 2 : 1 (v/v) を 5 ml 添加し、40 °C、
30 min 脂質抽出を行った。1 ml の脱イオン水を添加し、転倒混和、1,000 rpm, 5 
min 遠心分離した。水-MeOH 層を除去し、CHCl3 層を N2 気流下で dry up し
た。Ethanolic KOH (EtOH : [H2O : KOH = 1 : 1 (w/w)] = 94 : 6 (v/v))を 5 ml 添加し、
50 °C、1 時間ケン化を行った。脱イオン水 5 ml、ヘキサン 5 ml 添加し、5 min 震
とう抽出、1,000 rpm, 5 min 遠心分離後、ヘキサン層を回収した。このヘキサン
抽出を計 3 回繰り返した。ヘキサンを N2 気流下で dry up 後、TMS 化試薬（ピ
リジン：ヘキサメチルジシラザン：トリメチルクロロシラン＝9：3：1 (v/v)）を
0.2 ml 加え、室温で 30 min TMS 化を行った（ときどき攪拌する）。N2 気流下で
dry up 後、ヘキサンを 1 ml 添加し、3,000 rpm, 5 min 遠心分離した。上清を採取














内部標準物質として pentadecanoic acid 250 g 添加済みのねじ口チューブにミ
セル層を 250 l サンプリングした。CHCl3: MeOH = 2 : 1 (v/v) を 5 ml 添加し、
40 °C、30 min 脂質抽出を行った。1 ml の脱イオン水を添加し、転倒混和、1,000 
rpm, 5 min 遠心分離した。水-MeOH 層を除去し、CHCl3 層を N2 気流下で dry up
した。硫酸-メタノールによるトランスメチル化法を行った後、少量のヘキサン
に溶解し、GLC に供した。
PC 由来脂肪酸の GLC 分析条件
使用機器：HP6890（アジレントテクノロジーズ）
データ解析機器：Chemstation（アジレントテクノロジーズ）












2-1-2）。この胆汁酸ミセルを安定化させるため 37°C で 24 時間インキュベート
した後、ガレート型カテキンとして、EGCG を 0, 1, 2 mM となるように添加した。






胆汁酸ミセルを安定化させるため 37°C で 24 時間インキュベートした後、ガレ








の多重比較検定で群間比較を行い、P < 0.05 で有意差ありとした。
結果
実験 2-1-1：EGCG と EGC の比較試験（ガレート型カテキンと遊離型カテキン
の比較）および EGCG と GCG の比較試験（ガレート型カテキンと熱異性化ガ
レート型カテキンの比較）
各種カテキン無添加での胆汁酸ミセルに溶解したコレステロール量はそれぞ
れ 94.2 %, 91.0 % であった（Fig 2-1-1 A and C）。この値を 100 % として各種カ
テキン添加時の胆汁酸ミセルに残存するコレステロール量を示した。各種カテ
キン無添加での胆汁酸ミセルに溶解した PC 量はそれぞれ 101 %, 105 % であっ
た（Fig 2-1-1 B and D）。この値を 100 % として各種カテキン添加時の胆汁酸ミ
セルに残存するコレステロール量を示した。ガレート型カテキンである EGCG 
および GCG は添加量依存的にコレステロールの胆汁酸ミセル溶解性を低下さ
せた（Fig 2-1-1 C）。また、ガレート型カテキンである EGCG および GCG は添
加量依存的に PC の胆汁酸ミセル溶解性を低下させた（Fig 2-1-1 D）。一方、遊
離型カテキンである EGC はコレステロールの胆汁酸ミセル溶解性をわずかに
低下させた（Fig 2-1-1 A）。また、遊離型カテキンである EGC は PC の胆汁酸ミ




実験 2-1-1 にて、特にガレート型カテキンがコレステロールだけでなく、PC 
21
の胆汁酸ミセル溶解性を低下させた。そこで、胆汁酸ミセル中のリン脂質とし
て PC, PA, PE, PI および PS を含有する 5 種類の胆汁酸ミセルを調製し、EGCG 
添加におけるコレステロールおよび各種リン脂質の胆汁酸ミセル溶解性につい
て検討を行った。各種カテキン無添加での胆汁酸ミセルに溶解したコレステロ
ール量は PC, PA, PE, PI および PS それぞれ 85.5 %, 91.0 %, 95.4 %, 84.0 % およ
び 94.8 % であった（Fig 2-1-2 A）。この値を 100 % として各種カテキン添加時
の胆汁酸ミセルに残存するコレステロール量を示した。各種カテキン無添加で
の胆汁酸ミセルに溶解したリン脂質量は PC, PA, PE, PI および PS それぞれ




た（Fig 2-1-2 A and B）。
実験 2-1-3：生理的条件に近い胆汁酸ミセル組成での検討














Table 2-1-1 胆汁酸ミセル組成（pH 6.8）
0.5 mM Cholesterol
6.6 mM Sodium taurocholate
0.6 mM PC
132 mM NaCl
15 mM Sodium phosphate (NaH2PO4・2H2O)
PC: phosphatidylcholine from egg yolk
Table 2-1-2 胆汁酸ミセル組成（pH 6.8）
0.5 mM Cholesterol
6.6 mM Sodium taurocholate
0.6 mM PC, PA, PE, PI or PS
132 mM NaCl
15 mM Sodium phosphate (NaH2PO4・2H2O)
PC: phosphatidylcholine from egg yolk, PA : phosphatidic acid from egg yolk, PE : 
phosphatidylethanolamine from egg yolk, PI : phosphatidylinositol from soybean, PS : 
phosphatidylserine from soybean
Table 2-1-3 胆汁酸ミセル組成（pH 6.8）
0.5 mM Cholesterol





15 mM Sodium phosphate (NaH2PO4・2H2O)




Fig. 2-1-1 EGCG、EGC および GCG のコレステロールおよびホスファチジルコリンの胆汁酸ミ
セル溶解性への影響
Comparison of effect of EGCG and EGC on micellar solubility of cholesterol (A) and 
phosphatidylcholine (B) in vitro and comparison of effect of EGCG and GCG on micellar solubility of 
cholesterol (C) and phosphatidylcholine (D) in vitro. Data are means ± SE of triplicate experiments. 
Means not sharing a common letter differ significantly (P < 0.05). Two-way ANOVA: (A–D) effect of 
catechins type, P < 0.0001; effect of catechin concentration, P < 0.0001; interaction between catechins 
type and catechin concentration, P < 0.0001.
25
Fig. 2-1-2 EGCG のコレステロール(A) および各種リン脂質(B) の胆汁酸ミセル
溶解性への影響
Data are means ± SE of triplicate experiments. Means not sharing a common letter 
differ significantly (P < 0.05). Two-way ANOVA(A, B) : effect of phospholipid type, P
< 0.0001; effect of EGCG concentration, P < 0.0001; interaction between phospholipid 
































Data are means ± SE of triplicate experiments. Means not sharing a common letter 
differ significantly (P < 0.05).
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第 2 章 胆汁酸ミセルおよびリン脂質ベシクルへのカテキン添加の影響
第 2 節 リン脂質ベシクルに及ぼすカテキン添加の影響










PC, PA, PE, PI および PS に超純水を加え、超音波処理を行い、5 種類の 0.6 
mM リン脂質ベシクルを調製した。ガレート型カテキンとして、EGCG を 0, 2 mM









PC に超純水を加え超音波処理を行い、0.6 mM PC ベシクルを調製した。EGCG, 
GCG, EGC を 0, 0.5, 1, 2 mM となるように添加した。37°C で 1 時間インキュベー
トしたのち、25,000 × g で 1 時間遠心操作を行った。220 nm シリンジフィルタ




ガレート型カテキンである EGCG 添加によって、ベシクル中の PC 濃度が低
下した。ベシクル中の PS 濃度はわずかに低下し、その他の 3 種のリン脂質濃
度への影響は認められなかった（Fig. 2-2-1）。
実験 2-2-2：各種カテキンの比較試験
ガレート型カテキンである EGCG および GCG 添加によって、ベシクル中の
PC 濃度はカテキン添加量依存的に低下した。遊離型カテキンである EGC 添加
でもベシクル中の PC 濃度はカテキン添加量依存的に低下したものの、その作用









































The vesicular phospholipid concentration at 0 mmol/L of EGCG was adjusted to 100%. 
Data are means ± SE of triplicate experiments. Means not sharing a common letter 
differ significantly (P < 0.05). Two-way ANOVA: effect of phospholipid type, P <
0.0001; effect of EGCG concentration, P < 0.0001; interaction between phospholipid 











































Fig.2-2-2 EGCG、GCG および EGC のホスファチジルコリンのベシクル溶解性へ
の影響
The vesicular phosphatidylcholine concentration at 0 mmol/L of tea catechins was
adjusted to 100%. Data are means ± SE of triplicate experiments. Means not sharing a 
common letter differ significantly (P < 0.05). Two-way ANOVA: effect of phospholipid 
type, P < 0.0001; effect of EGCG concentration, P < 0.0001; interaction between 
phospholipid type and EGCG concentration, P < 0.0001.
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第 2 章 胆汁酸ミセルおよびリン脂質ベシクルへのカテキン添加の影響
第 3 節 ホスファチジルコリンのコレステロールのミセル溶解性への影響
第 2 章第 1 節にて、茶カテキンのうち特にガレート型カテキンがコレステロ
ールだけでなく、PC の胆汁酸ミセル溶解性を低下させた。このことは、ガレー
ト型カテキンが胆汁酸ミセルから PC を除去することで、コレステロールの胆









Table 2-3-1 の組成からなる PC 濃度の異なる 4 種類のミセル (pH 6.8) を超音
波処理により作成し、37℃ で 24 hr インキュベート（ミセルを安定化させるた
め）した。220 nm シリンジフィルター（Whatman）でろ過を行い清澄なミセル
溶液を得た。その後のコレステロール分析は第 1 節の実験 2-1-1 と同様に行った。
32
結果
PC 濃度を 0.4 mM とした場合、PC 濃度が 0.6 mM の場合と同様にほとんどの







0.6mM   0.4mM   0.2mM   0mM
PC (mM) 0.6 0.4 0.2 0
Cholesterol (mM) 0.5 0.5 0.5 0.5
Sodium taurocholate (mM) 6.6 6.6 6.6 6.6
NaCl (mM) 132 132 132 132
Sodium phosphate (mM) 15 15 15 15





































Data are means ± SE of triplicate determinations. Means not sharing a common letter 
significantly differ at P < 0.05.
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第 2 章 胆汁酸ミセルおよびリン脂質ベシクルへのカテキン添加の影響
第 4 節 コレステロールおよびホスファチジルコリンの胆汁酸ミセルへの
親和性に及ぼす EGCG 添加の影響








くいことが報告されている 75)。また、コレステロールと PC との相互作用を示
唆する報告がなされている 70-73)。そこでコレステロールおよび PC の胆汁酸ミ




で 24 時間インキュベートした後、ガレート型カテキンとして EGCG を、遊離
型カテキンとして EGC をそれぞれ 0, 5, 10 mM となるように添加した。37°C で
1 時間インキュベートしたのち、220 nm シリンジフィルター（Whatman）でろ過
した胆汁酸ミセル 1.5 ml に等量の 1-オクタノールを添加し、37 °C で 10 min 震






EGCG はトリオレインには不溶であり、EGCG がコレステロールあるいは PC
と相互作用する場合、複合体の移行が妨げられる可能性が考えられた。そこで、
これら 3 分子が溶解できる溶媒として 1-オクタノールを用いた。
予備実験の結果、10 min 震とう(170 oscillations /min) によって本実験を実施
することとした（5, 10, 20, and 30 min 震とうでコレステロールと PC の 1-オクタ




内部標準物質として 5-cholestane 100 g 添加済みのねじ口チューブに 1-オクタ
ノール層を 400 l サンプリングした。N2 気流下で 1-オクタノールを dry up 後、
CHCl3 : MeOH = 2 : 1 (v/v) を 5 ml 添加し、40 °C、30 min 脂質抽出。1 ml の脱
イオン水を添加し、転倒混和後、1,000 rpm, 5 min 遠心分離処理し、水-MeOH 層
を除去、CHCl3 層を N2 気流下で dry up した。Ethanolic KOH (EtOH : [H2O : KOH 
= 1 : 1 (w/w)] = 94 : 6)を 5 ml 添加し、50 °C、1 hr ケン化。脱イオン水 5 ml、ヘ
キサン 5 ml 添加し、5 min 震とう抽出し、1,000 rpm, 5 min 遠心分離処理後、ヘ
キサン層を回収した。このヘキサン抽出を計 3 回繰り返す。第 2 章第 1 節と同
様の操作にて TMS 化後、GLC に供した。
(胆汁酸ミセル層）
36
内部標準物質として 5-cholestane 100 g 添加済みのねじ口チューブに胆汁酸ミ
セル層を400 l サンプリングした後、CHCl3 : MeOH = 2 : 1 (v/v) を6 ml 添加し、
40 °C、30 min 脂質抽出した。1 ml の脱イオン水を添加し、転倒混和後、1,000 rpm, 




1-オクタノール層を 400 l サンプリングした。N2 気流下で dry up した後、バー
トレット法 74)に準じて定量した。
(胆汁酸ミセル層）




コレステロールおよび PC の 1-オクタノール層への移行率および分配係数は、
EGCG 5 mM および 10 mM 添加により抑制された。EGC 添加では、この抑制作











0.1 M TES + 0.1 M NaCl buffer (pH 6.8)




Fig. 2-4-1 EGCG および EGC のコレステロールの胆汁酸ミセルとの親和性へ
の影響（上図；1-オクタノールへのコレステロールの移行率、下図；コレステロ
ールの分配係数）
Data are means ± SE of 4 experiments. Means not sharing a common letter 
significantly differ at P < 0.05.
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Fig. 2-4-2 EGCG および EGC のホスファチジルコリンの胆汁酸ミセルとの親
和性への影響（上図；1-オクタノールへのホスファチジルコリンの移行率、下図；
ホスファチジルコリンの分配係数）
Data are means ± SE of 4 experiments. Means not sharing a common letter 






























び PC の 3 分子種の複合体を形成して沈殿する可能性が考えられた。
我々は通常リン脂質を 2～8 g/日程度摂取していること、胆汁中のリン脂質が
10～20 g/日程度消化管に流入しそのリン脂質のほとんどが PC であることから
79)、消化管に流入するリン脂質の大半は PC であり、ガレート型カテキンは小腸
内腔で十分な作用を発揮しうると考えられる。また、ガレート型カテキンであ
る EGCG 添加によって、ベシクル中の PC 濃度が低下した。ベシクル中の PS 濃
度はわずかに低下し、その他の 3 種のリン脂質濃度への影響は認められなかっ
た（Fig. 2-2-1）。さらに、ガレート型カテキンである EGCG および GCG 添加に
よって、ベシクル中の PC 濃度はカテキン添加量依存的に低下した。遊離型カテ
キンである EGC 添加でもベシクル中の PC 濃度はカテキン添加量依存的に低下
したものの、その作用はガレート型カテキンである EGCG および GCG よりも弱
かった。（Fig. 2-2-2）。このことから、ガレート型カテキンがリン脂質の中でも
PC のみと相互作用することが示唆された。また、このガレート型カテキンと
PC 相互作用が PC の溶解性を低下させ、コレステロールの溶解性を低下させる
ことが示唆された。
そこで、PC の溶解性の低下がコレステロールの胆汁酸ミセルへの溶解性をど








また、第 2 章第 1 節では、生理的条件に近いモノアシルグリセロールや遊離





るとコレステロールの吸収が抑制されることを報告した 26, 27) 。脂質エマルジョ
ン中のコレステロールは生体内で胆汁酸ミセルに溶解した後吸収されるため、






くいことが報告されている 75)。カテキンと PC が相互作用を示唆する報告がな
されている 70-73)ことから、コレステロールおよび PC の胆汁酸ミセルへの親和
性に与える EGCG および EGC の影響について検討を行った。その結果、EGCG 
はコレステロールおよび PC の胆汁酸ミセルへの親和性を強める作用があるこ
とが示され（Fig. 2-4-1 and Fig. 2-4-2）、カテキンと PC の相互作用がコレステロ
ールの胆汁酸ミセルへの親和性を強めることでコレステロールの吸収を抑制す
る可能性が考えられた。今後リン脂質種を変えた胆汁酸ミセル（PC, PA, PE, PI, 
43







































そこで、コレステロールおよび PC の胆汁酸ミセルへの親和性に与える EGCG 











第 3 章 カテキンと胆汁酸ミセルとの相互作用解析
第 1 節 1H-NMR によるカテキンと胆汁酸ミセルとの相互作用解析
第 2 章の結果から、カテキンがコレステロール吸収抑制作用を発揮するには
PC の関与が示唆された。Kumazawa らは、EGCG 分子がリン脂質二重層（PC を
使用）と相互作用することを、31P および 2H を用いた固体核磁気共鳴法（固体
NMR）にて証明した 71)。さらに同じ研究グループの Uekusa らは、ガレート型
カテキンである EGCG および ECG が、脂質膜（PC を使用）表面で PC のトリ
メチルアンモニウム基を介して相互作用（cation-相互作用）することを、溶液
NMR 法を用いて示した 72)。さらに Uekusa らは、EGCG および ECG がその分
子内にて B 環およびガロイル基平面が-相互作用によってスタッキング構造












は第 2 章に記載のものと同じものを用いた。また、D 化 EGCG(EGCG, 4-d1 およ
び EGCG, 4, 4-d2) は東北大学大学院薬学研究科、土井隆行教授および吉田将人
助教により化学合成されたものを御提供頂いた。
「和光純薬工業」
Sodium 2,2-silapentane-5-sulfonate (DSS), 2-(9-anthroyloxy) stearic acid (2-SA), 
12-(9-anthroyloxy) stearic acid (12-SA)
「関東化学」
Deuterium oxide (D2O; deuterium purity, 99.8 %)
実験方法
実験 3-1-1：1H-NMR による EGCG とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルとの
相互作用解析
D2O と、NaH2PO4 を D2O により D 化させた NaD2PO4 を用い、コレステロー
ル-PC 含有胆汁酸ミセル溶液を調製した（Table 2-1-1 の組成に準じた）。EGCG
の粉末を EGCG のモル濃度が 0.5 mM となるように、胆汁酸ミセル溶液に添加、
混合し、NMR 測定用試料 1 ml とした。これに内部標準物質として 1 mg/ml DSS
を 20 l 添加した。室温で 1 時間静置後、混合物の 1H-NMR スペクトル測定を行
った。NMR 測定は Bruker BioSpin 社製 AVANCE III 400 を用いて行い、スペクト
ル解析には同社製 Topspin 3.0 を用いた。EGCG の各プロトンのスペクトルの帰




Resonance frequency: 399.7 MHz
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Excitation pulse length: 14.0 s
Pulse delay time: 1.0 s
Spinning: 20.0 Hz
Temperature: 300.0 K
実験 3-1-2：1H-NMR による EGCG とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミ
セルとの相互作用解析
D2O と、NaD2PO4 を用い、コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶
液を調製した（Table 2-1-3 の組成に準じた）。EGCG の粉末を EGCG のモル濃度
が 0.5 mM となるように、胆汁酸ミセル溶液に添加、混合し、NMR 測定用試料
1 ml とした。これに内部標準物質として 1 mg/ml DSS を 20 l 添加した。室温で
1 時間静置後、混合物の 1H-NMR スペクトル測定を行った。1H-NMR の測定条件
は、実験 3-1-1 と同様で行った。
結果
実験 3-1-1：EGCG の化学構造を Fig. 3-1-1 に示した。EGCG とコレステロー
ル-PC含有胆汁酸ミセル溶液とを混合した 1H-NMRスペクトルを Fig. 3-1-2 に示
した。また、Table 3-1-1 には EGCG 単独の場合と、コレステロール-PC 含有胆汁
酸ミセル溶液を混合した場合の EGCG の 1H-NMR の化学シフト値を示した。
そして、その時の EGCG のそれぞれのプロトンの化学シフト変化量 Δ（コレス
テロール-PC 含有胆汁酸ミセル溶液と混合した時の EGCG の化学シフト値−
EGCG 単独の化学シフト値）を Fig. 3-1-3 に示した。
EGCG は、コレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル溶液と混合することで、EGCG
のプロトンの化学シフト値の変化が観測された。EGCG の B 環 (2′/6′位)および
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ガロイル基 (2′′/6′′位)のプロトンのシグナルはコレステロール-PC 含有胆汁酸ミ
セルと混合することで低磁場側へシフトした。このことから、EGCG の B 環お
よびガロイル基の周囲の電子密度が低くなっていると考えられた。逆に、A 環 (6
位および 8 位)および C 環 (2 位および 3 位)のプロトンのシグナルはコレステロ
ール-PC 含有胆汁酸ミセルと混合することで高磁場側へシフトした。このことか
ら、EGCGのA環およびC環の周囲の電子密度が高くなっていると考えられた。





実験 3-1-2：EGCG とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液とを混
合した 1H-NMR スペクトルを Fig. 3-1-4 に示した。また、Table 3-1-2 には EGCG
単独の場合と、コレステロール-PC-OA-MO 含有胆汁酸ミセル溶液を混合した場
合の EGCG の 1H-NMR の化学シフト値を示した。そして、その時の EGCG の
それぞれのプロトンの化学シフト変化量 Δ（コレステロール-PC-MO-OA 含有胆
汁酸ミセル溶液と混合した時のEGCGの化学シフト値− EGCG単独の化学シフ
ト値）を Fig. 3-1-5 に示した。
EGCG とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液を混合することで、
EGCG のプロトンの化学シフト値の変化が観測された。それぞれの化学シフト
変化量は実験 3-1-1 のコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルの場合とほぼ一致し





























Fig. 3-1-2 コレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル添加による EGCG の 1H-NMR ス
ペクトル変化
A; EGCG 単独、B; EGCG-コレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル
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Table 3-1-1 EGCG 単独とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル溶液と混合し
た際の EGCG の 1H-NMR
(400 MHz, 300 K, D2O at pD 6.8 with NaD2PO4 / NaCl)
Position Free (ppm), (J in Hz) Complex (ppm), (J in Hz)
2′′/6′′ 7.00, s 7.05, s
2′/6′ 6.61, s 6.69, s
6 6.18, d (2.2) 6.11, d (1.9)
8 6.15, d (2.2) 6.09, d (1.9)
3 5.62, m 5.36, m
2 5.15, s 5.08, m
4 3.07, dd (17.3, 4.5) ―*




s; singlet, d; doublet, m; multiplet, dd; double-doublet（プロトンのピークの分裂
数）
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Fig. 3-1-3 コレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルと混合した際の EGCG の化学シ
フト変化量
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Fig. 3-1-4 コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル添加による EGCG の
1H-NMR スペクトル変化
A; EGCG 単独、B; EGCG-コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル
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Table 3-1-2 EGCG 単独とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液
と混合した際の EGCG の 1H-NMR (400 MHz, 300 K, D2O at pD 6.8 with NaD2PO4 / 
NaCl)
Position Free (ppm), (J in Hz) Complex (ppm), (J in Hz)
2′′/6′′ 7.00, s 7.05, s
2′/6′ 6.61, s 6.68, s
6 6.18, d (2.2) 6.11, d (1.9)
8 6.15, d (2.2) 6.09, d (1.9)
3 5.62, m 5.39, m
2 5.15, s 5.07, s
4 3.07, dd (17.3, 4.5) ―*




s; singlet, d; doublet, m; multiplet, dd; double-doublet（プロトンのピークの分裂
数）
57

















Fig. 3-1-5 コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混合した際の
EGCG の化学シフト変化量
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第 3 章 カテキンと胆汁酸ミセルとの相互作用解析
第 2 節 DOSY 法による EGCG と胆汁酸ミセルとの相互作用解析





のか、EGCG とコレステロールあるいは PC との相互作用に影響をあたえている














D2O と、NaD2PO4 を用い、コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶
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液を調製した（実験 3-1-2 と同様）。EGCG の粉末を EGCG のモル濃度が 1 mM
となるように、胆汁酸ミセル溶液に添加、混合し、NMR 測定用試料 600 l とし






Resonance frequency: 399.7 MHz
Pulse delay time: 4.0 s
Acquisition times: 0.004 (F1), 4.0 (F2) s
Diffusion time: 170 ms
Gradient pulse: 1.5 ms
Data points: 32 (F1), 32768 (F2)




EGCG 単独の場合の DOSY スペクトルを Fig. 3-2-1 に、コレステロール
-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液単独の場合のDOSY スペクトルを Fig. 3-2-2 に、
EGCG とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液を混合した際のDOSY
スペクトルを Fig. 3-2-3 に示した。また、Table 3-2-1 にはDOSY 測定から得られた拡
散係数を示した。
DOSY 測定の結果、EGCG 単独の拡散係数 Dfreeと、コレステロール-PC-MO-OA
含有胆汁酸ミセル溶液と混合した場合のEGCGの拡散係数Dobsとで違いが見られた。
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EGCG 単独の拡散係数Dfreeは 3.67 × 10−10 m2/s（Fig. 3-2-1, Table 3-2-1）であったのに
対し、コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混合した際の EGCG の
拡散係数Dobsは 6.49 × 10−10 m2/s（Fig. 3-2-3, Table 3-2-1）であった。EGCG の拡散係
数Dobsはコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混合することで、混
合溶液中のコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルの拡散係数 Dboundである
















【7.30 × 10-10 m2 / s 】
log (m2/s)
Fig. 3-2-2 コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル単独のDOSY スペクト
ル
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Fig. 3-2-3 EGCG とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルを混合した際の
DOSY スペクトル
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Table 3-2-1 DOSY スペクトルから解析した拡散係数 (× 10−10 m2/s)
EGCG Chol-PC-MO-OA 胆汁酸ミセル溶液
Dfree Dobs Dmicelle Dbound
3.67 6.49 7.30 6.96
Dfree : EGCG 単独の拡散係数
Dobs : 混合溶液中の EGCG の拡散係数
Dmicelle : Chol-PC-MO-OA 胆汁酸ミセル単独の拡散係数
Dbound : 混合溶液中のChol-PC-MO-OA 胆汁酸ミセルの拡散係数
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第 3 章 カテキンと胆汁酸ミセルとの相互作用解析
第 3 節 1H 縦緩和時間測定によるカテキンと胆汁酸ミセルとの相互作用解析









D2O と、NaD2PO4 を用い、コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶
液を調製した（実験 3-1-2 と同様）。EGCG の粉末を EGCG のモル濃度が 1 mM
となるように、胆汁酸ミセル溶液に添加、混合し、NMR 測定用試料 600 l とし
た。これに内部標準物質として 1 mg/mL DSS を 20 L 添加した。室温で 1 時間






Resonance frequency: 399.7 MHz
Excitation pulse length: 14.0 s
 Value variations: 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 10.0, 20.0, 40.0 s
Pulse delay time: 40.0 s
Acquisition times: 0.01 (F1), 4.0 (F2) s
Data points: 64 (F1), 65536 (F2)







Table 3-3-1 には EGCG 単独の場合とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミ
セル溶液を混合した場合の EGCG の T1を示した。また、その際の EGCG の T1変
化量 ΔT1 (EGCG 単独の T1 − コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と
混合した際の EGCG の T1) を Fig. 3-3-1 に示した。
EGCG はコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混合することで、




EGCG の A 環 (8 位) およびガロイル基 (2′′/6′′) の T1が大きく減少した。
以上のことから、T1による解析結果からも、EGCG はコレステロール-PC-MO-OA 含
有胆汁酸ミセルと相互作用していることが確認された。しかしながら、帰属できた
EGCG の全てのプロトンの T1が減少しており、EGCG のどの部位がコレステロール
-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルと相互作用するのかは特定できなかった。
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Table 3-3-1 EGCG 単独とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と
混合した際の EGCG の 1H 縦緩和時間 T1 (s)
Position
T1 ± SD (n = 3)
Free Complex 
2′′/6′′ 3.02 ± 0.57 1.13 ± 0.03
2′/6′ 1.58 ± 0.23 0.99 ± 0.05
6 1.69 ± 1.10 1.06 ± 0.95
8 3.30 ± 1.13 1.10 ± 0.01
3 0.84 ± 0.07 0.56 ± 0.09
2 0.89 ± 0.07 0.80 ± 0.10
4* 0.28 ± 0.01 ―*




Fig. 3-3-1 コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混合した際の EGCG
の 1H 縦緩和時間減少量 ΔT1
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第 3 章 カテキンと胆汁酸ミセルとの相互作用解析
第 4 節 EGCG の胆汁酸ミセル中での局在位置の解析
本章第 1-3 節の結果より、EGCG はコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルおよ
びコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルと相互作用していることが確認さ
れた。しかしながら、EGCG のどの部位が胆汁酸ミセルのどの成分と相互作用する






ロール-PC 含有胆汁酸ミセルを作製し、EGCG と混合し、EGCG がその蛍光を
消光する性質を利用することで 81)、コレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル中で
の EGCG の局在位置を推定することを目的とした。蛍光プローブとして














6.6 mM Sodium taurocholate
132 mM Sodium chloride 





6.6 mM Sodium taurocholate
132 mM Sodium chloride 




EGCG を PBS に溶解し、各モル濃度の EGCG 溶液を調製した。そして、96 穴
プレートにそれぞれの蛍光プローブを組み込んだコレステロール-PC 含有胆汁
酸ミセル溶液 100 l を分注し、各モル濃度の EGCG 溶液 100 l を分注した。コ
レステロールが沈殿しないように 20 C、20 分間静置後、蛍光強度を測定した。
なお、2-SA の励起波長は 362 nm、蛍光波長は 446 nm、12-SA の励起波長は 381 
nm、蛍光波長は 446 nm である。また、EGCG 溶液を加えていない場合 (モル濃
度: 0 mM) の蛍光強度を 100 %として表示した。蛍光強度測定には蛍光プレート





を行い、P < 0.05 で有意差ありとした。
結果
EGCG と 2-SA もしくは 12-SA の蛍光プローブを組み込んだコレステロール











Fig. 3-4-2 EGCG と蛍光プローブを組み込んだコレステロール-PC 含有胆汁酸ミ
セル溶液を混合した際の蛍光強度の変化
Data are means ± SE of triplicate experiments. Means not sharing a common letter 
differ significantly (P < 0.05). Two-way ANOVA: effect of AS type, P < 0.0001; effect 
of EGCG concentration, P < 0.0001; interaction between AS type and EGCG 
concentration, P < 0.0001.
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第 3 章 カテキンと胆汁酸ミセルとの相互作用解析
第 5 節 EGCG と胆汁酸ミセルとの NOE 解析








を見積もることができる NOESY (NOE-correlated spectroscopy) を測定すること
にした。プロトン同士が 5 Å 以内の距離で存在している場合に NOE（nuclear 





D2O と、NaD2PO4 を用い、コレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル溶液を調製
した（実験 3-1-1 と同様）。EGCG の粉末を EGCG のモル濃度が 1 mM となるよ
うに、胆汁酸ミセル溶液に添加、混合した際に、EGCG のモル濃度が 0.5 mM（ほ
とんど沈殿しない濃度）となるように、EGCG の粉末を量り取った。そして、
EGCG の粉末と D2O で調製したコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル溶液とを
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混合し、NMR 測定用試料 1 ml とした。これに内部標準物質として 1 mg/ml DSS




Resonance frequency: 399.7 MHz
Pulse delay time: 2.0 s
Acquisition times: 0.03 (F1), 0.3 (F2) s
Mixing time: 800 ms
Data points: 1024 (F1), 1024 (F2)




EGCG とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルとを混合した際の NOESY スペ
クトルを Fig. 3-5-1 に示した。なお、Fig. 3-5-1 の一部を拡大したものを Fig. 3-5-2
に示した。
その結果、EGCG のガロイル基とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルとの間
に分子間 NOE が検出された。そのうちの 1 つの 3.17 ppm のシングレットのプロ
トンは、PC 二重層と EGCG の相互作用解析を行った文献値より PC のトリメチ
ルアンモニウム基(位)であると考えられた 73)。リン脂質二重層 73)と同様に、胆
汁酸ミセルにおいても EGCG のガロイル基と PC のトリメチルアンモニウム基
との間に分子間 NOE が検出されたことから、EGCG とコレステロール-PC 含有
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胆汁酸ミセルが相互作用する際には、EGCG のガロイル基と PC のトリメチルア
ンモニウム基は 5 Å 以内の距離で接近していることが示された。このことから、




EGCG とコレステロールの間に分子間 NOE は観察されなかった。また、コレス
テロール-PC 含有胆汁酸ミセル溶液と混合することで、ガロイル基 (2′′/6′′) は多
くの位置で分子内 NOE が検出された（Fig. 3-5-1）。
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Fig. 3-5-2 EGCG とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルを混合した際の
NOESY スペクトル（Fig. 3-5-1 の一部を拡大したもの）
図中の四角は EGCG の 2′′/6′′ 位と PC のトリメチルアンモニウム基（ 位）
との分子間 NOE を示す。
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よび MO は、EGCG と胆汁酸ミセルとの相互作用への関与は低いことが推定さ
れた。これらのことから、EGCG はコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルおよび
コレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルと相互作用することが確認され










拡散係数を NMR の測定法の 1 つである DOSY 法により測定することで、それら
の拡散係数の変化を確認し相互作用を解析した。その結果、EGCG の拡散係数Dobs
はコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混合することで、混合溶液
中のコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルの拡散係数Dboundである 6.96 × 
10−10 m2/s に近くなった（Fig. 3-2-1 and Table 3-2-1）。このことから、EGCG とコレス
テロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルとの複合体が形成され、見かけ上、ひとつ
の分子となったことが考えられた。このことはモノアシルグリセロールや遊離脂
肪酸が EGCG とコレステロールあるいは PC との相互作用に影響をあたえてお
らず、コレステロールおよび PC の胆汁酸ミセル溶解性を維持させることによっ









トンでの T1 変化が予想される。EGCG のどの部位がコレステロール-PC-MO-OA
含有胆汁酸ミセルとの相互作用に関与するかを特定すべく、NMR による T1を測定
し、単独状態の EGCG とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混
合した状態の EGCG との分子の運動性を比較した。その結果、EGCG はコレステ
ロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と混合することで、概して EGCG のプ
ロトンの T1 は減少する傾向になった。これにより、EGCG はコレステロール
-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルと相互作用することで、EGCG の分子運動が制限
され、単独状態とは異なる運動性を有していることが推定された。特に EGCG の A 環
(8 位) およびガロイル基 (2′′/6′′) の T1が大きく減少した。このことから、T1測定にお
いても EGCG はコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルと相互作用するこ
とが示された（Fig. 3-3-1 and Table 3-3-1）。しかしながら、帰属できた EGCG の全
てのプロトンのT1が減少しており、EGCGのどの部位がコレステロール-PC-MO-OA
含有胆汁酸ミセルと相互作用するのかは特定できなかった。
1H-NMR 測定、DOSY 解析および T1測定の結果から、EGCG は胆汁酸ミセル中の
PC と相互作用することが示唆されたことから、EGCG がコレステロール-PC 含有
胆汁酸ミセルのどこに局在しているか明らかにすることを試みた。EGCG と蛍
光プローブを組み込んだコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル溶液を混合した
際の 2-SA の蛍光強度が、EGCG の濃度依存的に減少した。これは、EGCG がコ
レステロール-PC 含有胆汁酸ミセルの表面にある 2-SA 由来の蛍光を消光したこ
とで、蛍光強度が下がったためだと考えられる。このことから、EGCG はコレ
ステロール-PC 含有胆汁酸ミセルの親水性部に局在していることが推定された
（Fig. 3-4-2）。なお、リン脂質二重層を用いた報告 72)でも EGCG はリン脂質二重








コレステロールが沈殿しない条件で EGCG とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセ
ルが相互作用することによって、両者のどの部分が接近しているのかを明らか
にするため NOESY 測定を行った。その結果、EGCG のガロイル基とコレステロ
ール-PC 含有胆汁酸ミセルとの間に分子間 NOE が検出された。そのうちの 1 つ
の 3.17 ppm のシングレットのプロトンは、文献値より PC のトリメチルアンモ
ニウム基 (位)であることが考えられた 72)。リン脂質二重層 72)と同様に、胆汁
酸ミセルにおいても EGCG のガロイル基と PC のトリメチルアンモニウム基と
の間に分子間 NOE が検出されたことから、EGCG とコレステロール-PC 含有胆
汁酸ミセルが相互作用する際には、EGCG のガロイル基と PC のトリメチルアン
モニウム基とは 5 Å 以内の距離で接近していることが示され、EGCG のガロイル
基と PC のトリメチルアンモニウム基が特異的相互作用（cation-相互作用）し
ていることが推定された（Fig. 3-5-3）。PC のトリメチルアンモニウム基は親水
性であることから、この結果は、本章第 4 節の EGCG の局在の結果を支持した。
第 2 章第 4 節では、PC, PA, PE, PI および PS ベシクルに EGCG を添加した際、







ガロイル基 (2′′/6′′) のプロトンと B 環 (2′/6′) や A 環 (6, 8) のプロトンとのク
ロスピークが観察され、分子内 NOE が検出された（Fig. 3-5-1）。これは、EGCG
とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルが相互作用することにより、EGCG 分子
のコンフォメーションに変化が起こり、分子内で接近するプロトンが増えたた
めと推定された。これによって、1H-NMR による EGCG の各プロトンの化学シ
フトの変化、T1の減少が観察されたと考えられた。さらに Uekusa らの報告 73)と
同様に EGCG のガロイル基と B 環の間で分子内 NOE が観察されたことから
（Fig. 3-5-1）、胆汁酸ミセル中でも EGCG がその分子内にて B 環およびガロイ
ル基平面が-相互作用によってスタッキング構造をとること、この-相互作
用が EGCG と PC との cation-相互作用を増強する可能性が示唆された。







一方で、EGCG とコレステロールの間に分子間 NOE は観察されず、EGCG と
コレステロールが直接相互作用するとは考えられなかった。しかしながら、コ
レステロールと PC がリン脂質二重層中で 1：1 の化学量論比で相互作用してい
るとの報告もある 86）。そのため、コレステロール-PC 複合体に EGCG がその複
合体中の PC と相互作用することで、コレステロール-PC-EGCG 複合体を形成
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どうかは不明である。 従って、ガレート型カテキンが PC と特異的相互作用す

















ル-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルの拡散係数Dboundである 6.96 × 10−10 m2/s に近くな
った。このことから、EGCG とコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルとの
複合体が形成され、見かけ上、ひとつの分子となったことが考えられた。さらに、
相互作用に関与するプロトンでの T1 変化が予想されたことから、T1 測定をおこ
なった。その結果、EGCG はコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル溶液と
混合することで、帰属できた EGCG のプロトン全てにおいて T1は減少した。これ
により、EGCG はコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセルと相互作用するこ
とで、EGCG の分子運動が制限され、単独状態とは異なる運動性を有していることが





汁酸ミセル溶液を混合した際の 2-SA の蛍光強度が、EGCG の濃度依存的に減少








酸ミセル中において EGCG のガロイル基と PC のトリメチルアンモニウム基と
の間に分子間 NOE が検出されたことから、EGCG のガロイル基と PC のトリメ
チルアンモニウム基が特異的相互作用（cation-相互作用）すると推定された。
また、EGCG のガロイル基と B 環の間で分子内 NOE が観察されたことから、
この胆汁酸ミセル中でもEGCGがその分子内にてB 環およびガロイル基平面が
-相互作用によってスタッキング構造をとること、この-相互作用が EGCG
と PC との cation-相互作用を増強する可能性が示唆された。一方で、EGCG と








第 4 章 表面プラズモン共鳴法を用いた分子間相互作用解析
第 1 節 各種カテキンとホスファチジルコリンの分子間相互作用解析
第 3 章の結果から、EGCG のガロイル基が、胆汁酸ミセル中の PC の位と特
異的相互作用（cation-相互作用）することが推定された。一方で、EGCG とコ




レート型カテキンと PC およびコレステロールの 3 分子種の複合体を形成する
のかは明らかにできなかった。また、ガレート型カテキンとコレステロールが
直接相互作用しないことは証明できなかった。また、第 2 章第 2 節では、PC ベ
シクルにガレート型カテキンである EGCG および GCG を添加した際、添加量
依存的に PC の溶解性が低下することを示した。一方で、遊離型カテキンである












1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholine (POPC) 、 1,2-Dioleoylphosphatidic acid
(DOPA)、n-Octyl--glucopyranoside
「SRL」





Regeneration Scouting Kit、BIAmaintenance Kit、HBS-EP Buffer
「バイエル」
Bovine serum albmin (BSA)
実験方法





の角度変化をリアルタイムに測定して分子の結合の量を RU (resonance unit, 1 







Biacore X100 Plus package analytical system (GE Healthcare) にセンサーチップ
L1  (GE Healthcare) を装着して測定温度 25°C にて実験を行った（User name: 
kobayashi, Password: 2000all）。なお、使用前後のメンテナンスはセンサーチップ


















リガンド： 1-palmitoyl-2-oleoyl-PC (POPC), 相転移温度 (Tm); ─2 °C
コントロールリガンド： センサーチップ表面の疎水領域を不活性化するために、
各種カテキンとほとんど相互作用しないと考えられたホスファチジン酸から、
1,2-dioleoyl-phosphatidic acid (DOPA) , Tm; ─8 °C を選択した。
固定化しやすいよう、固定化後の膜表面が固くならないよう、いずれも相転
移温度が測定温度（25°C）以下のものを Sigma-Aldrich 社より購入した。なお、
コントロールリガンド候補として、1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidic acid (POPA) , 
Tm; 23 °C の固定化を試みたが、全く固定化できなかった。
リン脂質二重層の固定化
Subasinghe らの方法 87)に準じ、一部改変して行った。センサーチップ L1 の
Reference flow cell に DOPA を、Measurement flow cell に POPC をリポソームとし
て添加し、疎水性吸着を利用してそれぞれリン脂質二重層として固定化した。
「各リポソームの調製」
10 mM リン脂質となるように各リン脂質をガラス瓶にサンプリング（final 
volume 0.5 ml）
↓
N2 気流下で dry up
↓




液体 N2 で凍結融解を 5 回繰り返す。
↓
リポソーム調製器（Avanti Polar Lipids 社）に 0.5 m フィルターを装着し、フィ
ルターを 19-20 回通過させた。
↓
使用時に 0.5 mM となるようにランニングバッファーPBS(pH 6.8) で希釈して
用いた。
POPC リポソーム固定化（測定用である Measurement flow cell）
センサーチップ L1 を Biacore X100 Plus package analytical system に装着した。
↓
センサーチップ洗浄試薬（40 mM n-octyl--glucopyranoside）を流速 10 l/min で
5 min 流した。
↓
＊流速を 5 l/min に切り替え、固定化量を揃えるため、「aim for immobilized 
level」コマンドで POPC リポソームを添加し、DOPA 固定化量になるべく揃え
た。
↓
脂質コンディショニング試薬（10 mM NaOH）を 24 sec 流し、膜の均一化を行
った。
↓
（固定化確認用 BSA 試薬 100 g/ml BSA を 2 min 流し、センサーチップのリン










DOPA リポソーム固定化（対照用である Reference flow cell）
POPC 固定化とほぼ同様。但し、上記＊のところで、500 mM NaCl 含有ラン
ニングバッファーで調製した DOPA リポソームを流すことを 2-3 回繰り返すと
標準固定化量付近まで固定化可能であった（DOPA は負に帯電しているため、セ
ンサーチップ表面と反発しやすい。これを抑えるために 500 mM NaCl を加えた）。
固定化量結果
Reference flow cell（DOPA）の固定化量：5090.3 RU
Measurement flow cell（POPC）の固定化量：5705.6 RU （DOPA の固定化量とな
るべく揃えるため、「aim for immobilized level」コマンドで固定化量を調整した）
アナライト
各種カテキン（EGCG, ECG, GCG, CG, EGC, EC, GC, and C）をランニングバッ
ファーにて調製した。
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ルカイネティクス法 88)を用い、各種カテキンと PC との分子間相互作用解析を
行った。
各濃度のカテキン溶液（ガレート型カテキン 0, 5, 10, 20, 40, 80 M、遊離型カ
テキン 0, 50, 100, 200, 400, 800 M）をランニングバッファーで調整し、5 l/min 
で 1080 sec 流したのち（結合領域：結合をみるが、実際には一部で解離も起こ
っているためみかけの結合をみている）、ランニングバッファーを 180 sec 流す
（解離領域：純粋に解離のみ起こっている）。得られたセンサーグラムの結合お
よび解離領域に対してカーブフィッティングをおこない、カイネティックス解




得られたセンサーグラムの一例（EGCG および EGC）を Fig. 4-1 に示した。
なお、示したセンサーグラムは、カテキン連続添加時の Measurement flow cell
および Reference flow cell で得られたセンサーグラムから、ランニングバッファ
ー連続添加時のセンサーグラムを差し引いた後、Measurement flow cell のセンサ







DOPA を固定化した Reference flow cell でも弱いながらもアナライト添加量依
存的に RU が上昇したことから（DOPA に非特異的に結合したのか、センサー
チップのリン脂質が固定化されていない間隙に非特異的に結合したのかは判断
出来なかった）、みかけの解離定数 KDを Biacore X100 evaluation software を用い
た平衡値解析 89)にて算出した。8 種類のカテキンの POPC に対するみかけの解










離定数   
   Apparent KD (M) 
EGCG 1.535 × 10−5
GCG 2.485 × 10−5
ECG 2.888 × 10−5
CG 3.662 × 10−5
EGC 6.685 × 10−4
GC 9.488 × 10−4
EC 1.036 × 10−3
C 4.316 × 10−4
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第 4 章 表面プラズモン共鳴法を用いた分子間相互作用解析
第 2 節 EGCG とコレステロールの分子間相互作用解析
第 3 章の結果から、EGCG のガロイル基が、胆汁酸ミセル中の PC の位と特
異的相互作用（cation-相互作用）することが推定された。一方で、EGCG とコ









10 mM リン脂質となるように各リン脂質（POPC あるいは DOPA）を、また、
0, 1, 3 mM コレステロールとなるようガラス瓶にサンプリング（final volume 0.5 
ml）
↓
N2 気流下で溶媒を dry up した。
↓
ランニングバッファーであるPBS(pH 6.8) 「GE Healthcare; BR-1006-72から調製」
を 0.5 ml 添加し、Vortex した。
100
↓
液体 N2 で凍結融解を 5 回繰り返した。
↓
リポソーム調製器（Avanti Polar Lipids 社）に 0.5 m フィルターを装着し、フィ
ルターを 19-20 回通過させた。
↓
使用時に 0.5 mM リン脂質となるようにランニングバッファーPBS(pH 6.8) で
希釈して用いた。
POPC リポソーム固定化
センサーチップ L1 を Biacore X100 Plus package analytical system に装着した。
↓
センサーチップ洗浄試薬（40 mM n-Octyl-- glucopyranoside）を流速 10 l/min で
5 min 流した。
↓











流速を 30 l/min に上げ、ベースラインが安定するまで放置した。
↓
1 mM EGCG in ランニングバッファーを添加前、添加後で RU が変わらなくな
るまで流すことで解析時の非特異的結合を出来る限り抑制した。
↓
流速を 30 l/min に上げ、ベースラインが安定するまで放置後、「Binding 
Analysis」コマンドによりカテキン添加実験を開始した。
DOPA リポソームの固定化
POPC 固定化とほぼ同様。但し、上記＊のところで、500 mM NaCl 含有ラン
ニングバッファーで調製した DOPA リポソームを流すことを 2-3 回繰り返すと
標準固定化量付近まで固定化可能（DOPA は負に帯電しているため、センサーチ




化の面からリン脂質の 30 % (mol/mol)までしか組み込めなかった。
1) Reference flow cell：0.5 mM POPC リポソーム、
Measurement flow cell：0.5 mM POPC + 0.05 mM コレステロールリポソーム
2) Reference flow cell：0.5 mM POPC リポソーム、
Measurement flow cell：0.5 mM POPC + 0.15 mM コレステロールリポソーム
3) Reference flow cell：0.5 mM DOPA リポソーム、
Measurement flow cell：0.5 mM DOPA + 0.05 mM コレステロールリポソーム
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4) Reference flow cell（対照）：0.5 mM DOPA リポソーム、
Measurement flow cell：0.5 mM DOPA + 0.15 mM コレステロールリポソーム
固定化量結果
1) Reference flow cell：8906.7 RU
Measurement flow cell：8079.0 RU（理論上リン脂質固定化量は 7687.9 RU、理
論上コレステロール固定化量は 391.1 RU）
2) Reference flow cell：8277.0 RU
Measurement flow cell：9261.7 RU（理論上リン脂質固定化量は 8035.4 RU、理
論上コレステロール固定化量は 1226.3 RU）
3) Reference flow cell：6766.2 RU
Measurement flow cell：7812.6 RU（理論上リン脂質固定化量は 7416.0 RU、理
論上コレステロール固定化量は 396.6 RU）
4) Reference flow cell：6208.5 RU




溶液をランニングバッファーで調製し、30 l/min で 60 sec 流した後（結合をみ
る）、ランニングバッファーを 60 sec 流した（解離をみる）。リガンド（コレス
テロール）とアナライト（EGCG）が相互作用するならば、アナライト添加時に
レスポンスが上昇し、また、その上昇はアナライト添加濃度依存的である。結




各固定化パターンでのセンサーグラムを Fig. 4-2-1, 2, 3, and 4 に示した。なお、
示したセンサーグラムは、カテキン添加時の Measurement flow cell および
Reference flow cell で得られたセンサーグラムから、ランニングバッファー連続
添加時のセンサーグラムを差し引いた後、Measurement flow cell のセンサーグラ
ムから Reference flow cell で得られたセンサーグラムを差し引いたセンサーグラ
ムである。つまり、ダブルリファレンスを取ったセンサーグラムである。
1) いずれの濃度でも EGCG 添加時のレスポンス上昇および EGCG 添加量依
存的なレスポンス上昇は認められず、むしろ EGCG 添加時の RU がベースラ
インよりも低下した(Fig. 4-2-1)。これは、Reference flow cell の POPC 固定化
量：8906.7 RU に対し、Measurement flow cell の POPC 固定化量：7687.9 RU
が小さく、POPC への結合量が小さいことが要因と考えられた。そこで、





not shown）。従って、各濃度での EGCG 添加時の RU の差は（Fig. 4-2-1 の
association と dissociation の間の差）、Reference flow cell と Measurement flow 
cell との POPC 固定化量の差が要因と考えられたものの、EGCG とコレステ
ロールの結合による RU の変動がないとまでは断言できなかった。
2) コレステロール固定化量を 3 倍に増やしても、いずれの濃度でも EGCG 添
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加時のレスポンス上昇および EGCG 添加量依存的なレスポンス上昇は認め
られず、むしろ EGCG 添加時の RU がベースラインよりも低下した(Fig.
4-2-2)。これは、1) と同様の理由によると考えられた。そこで、Reference flow 
cell（POPC を固定化）および Measurement flow cell（POPC およびコレステロ
ールを固定化）単独のセンサーグラムをみると、1) と同様に低分子同士の相
互作用に典型的な箱型のセンサーグラムであった（POPC に結合した）（data 
not shown）。従って、各濃度での EGCG 添加時の RU の差は、1) と同様に、
Reference flow cell とMeasurement flow cell とのPOPC固定化量の差が要因と
考えられたものの、EGCG とコレステロールの結合による RU の変動がない
とまでは断言できなかった。
3) POPC よりも EGCG に結合しにくい DOPA で実施した。いずれの濃度でも
EGCG 添加時のレスポンス上昇および EGCG 添加量依存的なレスポンス上
昇は認められず、むしろ EGCG 添加時の RU がベースラインよりも低下した
(Fig. 4-2-3)。Measurement flow cell の DOPA 固定化量の方が、Reference flow cell
の DOPA 固定化量よりも多いのに、EGCG 添加時の RU がベースラインより
も低下した要因の特定は出来なかった（Reference flow cell および
Measurement flow cell 単独のセンサーグラムをみる限り、少なくともリン脂
質二重層が剥がれた形跡は認められなかった）。そこで、Reference flow cell




な箱型のセンサーグラムであった（DOPA に結合した）（data not shown）。従
って、各濃度での EGCG 添加時の RU の差は（Fig. 4-2-3 の association と
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dissociation の間の差）、Reference flow cell と Measurement flow cell との
DOPA 固定化量の差が要因と考えられたものの、EGCG とコレステロールの
結合による RU の変動がないとまでは断言できなかった。
4) コレステロール固定化量を 3 倍に増やしても、いずれの濃度でも EGCG 添
加時のレスポンス上昇および EGCG 添加量依存的なレスポンス上昇は認め
られず、むしろ EGCG 添加時の RU がベースラインよりも低下した(Fig.
4-2-4)。Measurement flow cell の DOPA 固定化量の方が、Reference flow cell の
DOPA 固定化量よりも多いのに、EGCG 添加時の RU がベースラインよりも
低下した要因の特定は 3) と同様に出来なかった。そこで、Reference flow cell
（DOPA を固定化）および Measurement flow cell（DOPA およびコレステロー
ルを固定化）単独のセンサーグラムをみると、3) と同様に低分子同士の相互
作用に典型的な箱型のセンサーグラムであった（DOPA に結合した）（data not 
shown）。従って、各濃度での EGCG 添加時の RU の差は 3) と同様に、
Reference flow cell と Measurement flow cell との DOPA 固定化量の差が要因






Fig.4-2-1 POPC 二重層にコレステロールを 10 %（mol/mol）組み込んだ際の
Binding analysis 時のセンサーグラム
Association; EGCG 添加開始、Dissociation; EGCG 添加終了
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Fig.4-2-2 POPC 二重層にコレステロールを 30 %（mol/mol）組み込んだ際の
Binding analysis 時のセンサーグラム
Association; EGCG 添加開始、Dissociation; EGCG 添加終了
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Fig.4-2-3 DOPA 二重層にコレステロールを 10 %（mol/mol）組み込んだ際の
Binding analysis 時のセンサーグラム
Association; EGCG 添加開始、Dissociation; EGCG 添加終了
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Fig.4-2-4 DOPA 二重層にコレステロールを 30 %（mol/mol）組み込んだ際の
Binding analysis 時のセンサーグラム
Association; EGCG 添加開始、Dissociation; EGCG 添加終了
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考察
本章では、第 1 節にてカテキン種によって PC との結合・解離特性が異なるか












した Reference flow cell でも弱いながらもアナライト添加量依存的に RU が上
昇したことから（DOPA に非特異的に結合したのか、センサーチップのリン脂
質が固定化されていない間隙に非特異的に結合したのかは判断出来なかった）、
みかけのKDをBiacore X100 evaluation softwareを用いた平衡値解析にて算出する
こととした。シングルサイクルカイネティックス法によって得られたセンサー
グラムから平衡値解析 89)によって得られた各種カテキンの POPC に対するみか
けの KD を算出した。ガレート型カテキンは遊離型カテキンと比較してみかけ
の解離定数が 1/10 以下と小さく、遊離型カテキンよりも強固に POPC と結合し
ていることが示された。なお、リン脂質（dimyristoylphosphatidylcholine）二重層
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に各種カテキン（EGCG, ECG, EGC, and EC）を添加し、水晶振動子マイクロバ
ランス法にて KDを算出した場合でも同様に、ガレート型カテキンのリン脂質二
重層との KD は遊離型カテキンのそれと比較して 1/10 以下と小さいことが報告
されている 90)。このガレート型カテキンと遊離型カテキンの PC との結合の強さ
の違いが、ガレート型カテキンが遊離型カテキンよりも PC の溶解性低下作用
（第 2 章第 2 節）が強い要因であることが示唆された。また、第 2 章第 4 節に




第 2 節では、POPC および DOPA からなるリン脂質二重層にコレステロール
を組み込み、EGCG とコレステロールの分子間相互作用解析を Binding analyses 
にて行った。しかしながら、全ての固定化パターンで EGCG 添加時のレスポン
ス上昇および EGCG 添加量依存的なレスポンス上昇は認められなかった。なお、




のセンサーグラムであった（POPPC あるいは DOPA に結合した）（data not 
shown）。また、各濃度での EGCG 添加時の RU の差は（Fig. 4-2-1~4 の association 
と dissociation の間の差）、Reference flow cell と Measurement flow cell での POPC 

































て得られたセンサーグラムから各種カテキンの POPC に対するみかけの KD を






さらに、NOESY では明らかにできなかった、EGCG と Chol が結合するかど
うかについても表面プラズモン共鳴法を用い検討を行った。POPC および DOPA
からなるリン脂質二重層にコレステロールを組み込み、EGCG とコレステロー
ルの分子間相互作用解析を Binding analyses にて行ったが、全ての固定化パター





かった。また、ガレート型カテキンと PC およびコレステロールの 3 分子種の
複合体を形成するのかは明らかにできなかった。
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第 5 章 カテキンのコレステロール吸収抑制作用
第 1 節 Caco-2 細胞へのコレステロール取り込みに及ぼす EGCG の影響
前章までの結果から、カテキンがコレステロール吸収抑制作用を発揮する要
因として、ガレート型カテキンが PC と特異的相互作用することで PC の溶解
性を低下させることでコレステロールの溶解性を低下させるのか、あるいは、











「Sigma-Ardrich」 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose（DMEM）、





















実験 5-1-1：胆汁酸ミセルへの EGCG 2 mM 添加時の Caco-2 細胞への放射性コ
レステロールの取り込みに及ぼす影響
培地調製
Caco-2 細胞の培養において、培地は Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high 
glucose (500 ml) に Non-essential amino acids (5 ml)、ペニシリン-ストレプトマイ






凍ったままの FBS（牛胎児血清、Gibco）をウオーターバスに入れ 56°C まで
温める。56°C になってから 30 分間インキュベートする。
☆使用の際には  DMEM：FBS＝9：1 の比で混合する。
0.5 % Trypsin 溶液の調製
Trypsin は、細胞を継代する際に用いる試薬である。
試薬：1. Trypsin; 1.0 g/200 mL     
      2. Penicillin; 2 万単位/200 mL ｛1 バイアル（=20 万単位）/2 mL-超純水｝
    3. streptomycin 20 mg/200 mL ｛1 バイアル（=1g）/5 mL-超純水｝
      4. 1M NaOH





Penicillin を 0.2 mL 加える。
↓
Streptomycin を 0.1 mL 加える。
↓





翌日、1 M HCl で pH を 7.2 にあわせる。
↓







「PBS(-) + 0.02 % EDTA 溶液の調整」
試薬：1. PBS(-)粉末 4.8 g     
      2. EDTA・2Na   0.1 g


























メディウムビンに DMEM を 9 に対し、FBS を 1 混合し、これを 37°C のインキ
ュベーターで温める。温まったら、70 % エタノールで消毒して、クリーンベン
チに入れる。インキュベーターから dish を取り出し、その古い培地を吸引除去
し、培地をゆっくり加える。6 cm dish の場合には 5 ml、10 cm dish の場合には
10 ml の培地を添加する。
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Corning Costar 社のバイオコートセルカルチャー（Transwell-COL （コラーゲ
ンコート済み）6well）では、クラスター（メンブレン下部）に 2.5 ml、トラン




Apical site に 1.5 ml の培地を添加し 30 分間室温で放置する（クリーンベンチ内）。
↓
Apical site の培地を吸い取りトリプシン処理を行った細胞＋培地 1.5 ml を Apical 
site に添加する。
↓
Basolateral site には培地を 2.5 ml 添加する。






0.25 % Trypsin 溶液を 4 ml 添加する。
↓
さらに 0.25 % Trypsin 溶液を 4 ml 添加し、その後 Trypsin を吸引除去する。
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↓




10 ml のガラスピペットを用いて泡立てないように Dish の底を洗う。
↓
浮遊液を 15 ml のチューブにとる。
↓









FBS 入り DMEM に 10 % になるように DMSO(オートクレーブ滅菌済み）を
添加しておく。
上記の継代法に従い、細胞を剥離し遠心後、上清を除去し、保存用培地を 1.5 










Ikeda らの方法 75)に準じた胆汁酸ミセル組成で調製を行った（Table 5-1-1）。
「添加実験」
コンフルエントに達した後、さらに 14 日間培養することで、微絨毛膜を充分
に形成させた Caco-2 細胞を実験に用いた。この Caco-2 細胞の Apical 側に培
地で作成した胆汁酸ミセル（Table 5-1-1）を 1.5 ml、Basolateral 側に培地を 2.5 ml 
添加し、6 時間、37°C、5 % CO2 下でインキュベートした（n = 6）。Apical 側の
胆汁酸ミセル、Basolateral 側の培地は PBS で洗浄し、回収した（最終容量はそ
れぞれ 3.5, 5.5 ml）。それぞれから 1 ml サンプリングを行い、シンチレーション
カクテル（ULTIMA GOLD）を 10 ml 分注し、混和、一晩暗所で放置後、液体シ
ンチレーションカウンター（LSC-5100, Aloka, Japan）にて放射活性を測定した。
細胞は 0.1 % Triton X-100 sol. 0.4 ml 添加後、セルスクレーパーにて剝ぎとり、
さらに 0.1 % Triton X-100 sol. 0.4 ml で 2 回、洗浄し、バイアルに回収した（計
1.2 ml）。37°C、30 min 保温し、超音波洗浄機にてバラバラにした。これにシン




Basolateral + Cells」の放射活性/添加ミセルの放射活性）は EGCG 0 mM, 2 mM 群
ともそれぞれほぼ 100 % であった（data not shown）。
実験 5-1-2：PC の存在下および非存在下における胆汁酸ミセルへの EGCG 10 
mM 添加時の Caco-2 細胞への放射性コレステロールの取り込みに及ぼす影響
「胆汁酸ミセルの調製」以外は実験 5-1-1 と同様に行った。
「胆汁酸ミセルの調製」
Ikeda らの方法 75)に準じた胆汁酸ミセル組成の調整を行った（Table 5-1-2）。な
お、回収率（「Apical + Basolateral + Cells」の放射活性/添加ミセルの放射活性）




の多重比較検定で群間比較を行い、P < 0.05 で有意差ありとした。
結果
実験 5-1-1：胆汁酸ミセルへの EGCG 2 mM 添加時の Caco-2 細胞への放射性コ
レステロールの取り込みに及ぼす影響
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コレステロールが沈澱しない条件である EGCG 2 mM 添加によるコレステロ
ール取り込み抑制作用は認められなかった（Fig. 5-1-1）。そこで、実験 5-1-2 に
おいて EGCG 濃度を 10 mM まで上げて再度検討を行うこととした。
実験 5-1-2：PC の存在下および非存在下における胆汁酸ミセルへの EGCG 10 
mM 添加時の Caco-2 細胞への放射性コレステロールの取り込みに及ぼす影響
EGCG 10 mM 添加（沈澱しない量）では PC の存在下および非存在下どちら
でもコレステロールの取り込みの割合が EGCG 無添加の場合と比較して有意に
低下した（Fig. 5-1-2）。また、このコレステロールの取り込みの割合の低下は PC 
を含まない胆汁酸ミセルでは減弱した（Fig. 5-1-2）。











6.6 mM Sodium taurocholate
0.6 mM Egg yolk phosphatidylcholine
1 mM Oleic acid 
0.5 mM 1-Monooleoylglycerol 
0 or 2 mM EGCG
High-glucose DMEM を添加後超音波処理にて作成後、220 nm フィルター滅菌。
この胆汁酸ミセルに 10 % 容となるように FBS を添加した。2 mM となるよう
にサンプリングしておいた EGCG にこのミセルを加え混和した。
Table 5-1-2 胆汁酸ミセル組成
PC (-)         PC (+)
Cholesterol  0.05 mM 0.05 mM
4-14C-Cholesterol 2.22 kBq/dish 2.22 kBq/dish
Sodium taurocholate 6.6 mM 6.6 mM
Egg yolk phosphatidylcholine ─ 0.6 mM
Oleic acid 1 mM 1 mM
1-Monooleoylglycerol  0.5 mM 0.5 mM
0 or 10 mM EGCG（
High-glucose DMEM を添加後超音波処理にて作成後、220 nm フィルター滅菌。
この胆汁酸ミセルに 10 % 容となるように FBS を添加した。10 mM となるよう
にサンプリングしておいた EGCG にこのミセルを加え混和した。
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Fig. 5-1-1 EGCG 2 mM 添加時の放射性コレステロールの Caco-2 細胞への取り
込み量および Caco-2 細胞からの分泌量
Caco-2 cells were incubated for 6 hour. Data are means ± SE of 6 dishes.
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Fig. 5-1-2 PC の存在下および非存在下における EGCG 10 mM 添加時の放射性
コレステロールの Caco-2 細胞への取り込み割合
Caco-2 cells were incubated for 6 hour. Data are means ± SE of 6 dishes. Means not 
sharing a common letter differ significantly (P < 0.05). Two-way ANOVA: effect of 
EGCG, P < 0.0001; effect of PC, P < 0.0001; interaction between EGCG and PC, P <
0.0001.
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第 5 章 カテキンのコレステロール吸収抑制作用
第 2 節 膵胆管カニュレーション手術を施したラットにおけるミセル
コレステロール吸収に及ぼす EGCG の影響
本章第 1 節にてコレステロールが沈澱しない条件（EGCG 10 mM）において、
Caco-2 細胞へのコレステロールの取り込みの割合が EGCG 無添加の場合と比
較して有意に低下した（Fig. 5-1-2）。そこで本節ではコレステロールが沈澱しな










実験動物は 8 週齢の SD 系雄ラット[日本クレア（株）東京]を購入した。飼育
条件は室温 25℃、12 時間（8:00～20:00）の明暗ライトサイクルとした。ラット











するまで（手術日の 19:00）は、139 mM グルコース-85 mM NaCl 溶液を自由摂
取させ、その後は全く水分は与えなかった。その代り、手術後から実験終了ま
では十二指腸に挿入したカテーテルから、3.4 ml/hour/rat となるように 0.05 mM 
コレステロール、0.6 mM L--ホスファチジルコリン、0.5 mM 1-モノオレイン、
1 mM オレイン酸、6.6 mM タウロコール酸ナトリウム、139 mM グルコース、
62 mM NaCl、15 mM リン酸二水素ナトリウム（pH 6.8）からなる胆汁酸ミセル
を継続的に注入した（Table 5-2-1）。翌朝、小腸内にほとんどコレステロール吸
収に関与する酵素と内因性コレステロール・リン脂質がなくなったと考えられ
るラットの十二指腸へ 37 kBq/rat となるように [4-14C] コレステロールを加え
た試験胆汁酸ミセル（Table 5-2-2）を 2 ml 投与した。EGCG 添加群には 10 mM 
となるように EGCG をあらかじめ胆汁酸ミセル（Table 5-2-2）に加えた。ミセ
ル中のコレステロールは小腸から吸収され胸管からリンパ液として回収される。
胆汁酸ミセル（Table 5-2-2）投与後、0～3、3～6、6～9 及び 9～24 時間のリン
パ液を回収した。各フラクションのリンパ液 0.5 ml にシンチレーションカクテ
ル（ULTIMA GOLD）を 10 ml 分注し、混和、一晩暗所で放置後、その放射活性
を液体シンチレーションカウンター（LSC-5100）により測定した。リンパ液は
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統計解析は Student’s t – test により P < 0.05 で有意差ありとした。
結果
投与前、投与後 6-9 時間の間に死亡した各 1 匹ずつ、投与 9-24 時間の間にリ
ンパ液が詰まり回収できなかったラット 1 匹の計 3 匹のデータは削除した
（Control 群, n = 4、EGCG 群, n = 5）。
アイソトープ含有胆汁酸ミセル投与後のリンパ流量はコントロール群で 37.6 
± 2.9 ml、EGCG 群で 38.3 ± 3.0 ml となり、群間で有意差は認められなかった（Fig. 
5-2-1）。
胸管リンパへのコレステロールの回収率は EGCG 添加により、投与 3, 6, 9, 24 
時間後のいずれにおいても有意に抑制された（Fig. 5-2-2）。





Table 5-2-1 持続注入胆汁酸ミセル組成（pH 6.8）
0.05 mM Cholesterol
0.6 mM Egg yolk phosphatidylcholine
1 mM Oleic acid
0.5 mM 1-Monooleoylglycerol
6.6 mM Sodium taurocholate
139 mM D-(+)-Glucose
62 mM NaCl
15 mM Sodium phosphate (NaH2PO4・2H2O)
超音波処理で作成。
Table 5-2-1 試験胆汁酸ミセル組成（pH 6.8）
0.05 mM Cholesterol
37 kBq/2 ml [4-14C] Cholesterol
0.6 mM Egg yolk phosphatidylcholine
1 mM Oleic acid
0.5 mM 1-Monooleoylglycerol
6.6 mM Sodium taurocholate
139 mM D-(+)-Glucose
62 mM NaCl
15 mM Sodium phosphate (NaH2PO4・2H2O)
0 or 10 mM EGCG
超音波処理で作成後、10 mM となるようにサンプリングしておいた EGCG にこ
のミセルの一部を加え混和した。コントロールおよび EGCG 添加ミセルを 220 
nm フィルターろ過したのち、十二指腸に挿入したカテーテルから 2 ml を投与
した。このミセルを持続投与ミセル 1 ml でカテーテル内に残らないように押し
こんだ。
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Fig. 5-2-1 Lymph flow of thoracic duct-cannulated rats drained of pancreatic juice and
bile.
Data are means ± SE of 4 or 5 rats.
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Fig. 5-2-2 Lympatic recovery of micellar 14C-cholesterol in thoracic duct-cannulated 
rats drained of pancreatic juice and bile.
Data are means ± SE of 4 or 5 rats. Means not sharing a common letter at a time point 









Fig. 5-2-3 Bile flow of thoracic duct-cannulated rats drained of pancreatic juice and 
bile.
Data are means ± SE of 4 or 5 rats.
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Fig. 5-2-4 Biliary recovery of micellar 14C-cholesterol in thoracic duct-cannulated rats 
drained of pancreatic juice and bile.
Data are means ± SE of 4 or 5 rats. Means not sharing a common letter significantly 
differ at P < 0.05.
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考察
本章では、第 5 章第 1 節にて Caco-2 細胞へのコレステロールの取り込みに及




のモデルとなる Caco-2細胞を用いた in vitro の実験系においてトリアシルグリ
セロール加水分解物を含有し生理的条件に近い胆汁酸ミセルにガレート型カテ
キンとして EGCG を沈殿が生じない濃度で添加した場合の Caco-2 細胞への放
射性コレステロールの取り込みに及ぼす影響について検討を行った。その結果、
コレステロールが沈澱しない条件である EGCG 2 mM 添加によるコレステロー
ル取り込み抑制作用は認められなかった（Fig. 5-1-1）。そこで、実験 5-1-2 にお
いて EGCG 濃度を 10 mM まで上げて再度検討を行った。またその際、コレス
テロールの胆汁酸ミセル溶解量は総脂質濃度や胆汁酸種だけでなく、リン脂質
と胆汁酸の比率によって影響を受けることが in vitro 実験の結果から報告され
ている 78)こと、本章第 2～4 章の結果からガレート型カテキンと PC の特異的相
互作用が、ガレート型カテキンのコレステロール吸収抑制作用を発揮するには
重要である可能性が示唆されたことから、PC の存在下および非存在下での検討




EGCG のコレステロール抑制作用に対する PC の関与が示唆された（Fig. 5-1-2）。
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我々は通常リン脂質を 2～8 g/日程度摂取していること、胆汁中のリン脂質が 10
～20 g/日程度消化管に流入しそのリン脂質のほとんどがPC であることから 79)、
消化管に流入するリン脂質の大半は PC であり、ガレート型カテキンは小腸内
腔で十分な作用を発揮しうると考えられる。
また、PC (-) の EGCG 無添加群では PC (+) の EGCG 無添加群と比較して約
1.5 倍のコレステロール取り込み量であった。これは PC 自体がコレステロール
吸収抑制効果（ミセルからのコレステロールの放出抑制効果）を持っているこ
と 75)、PC が無いと細胞膜保護効果が無く、単純拡散でコレステロールが小腸上
皮細胞に取り込まれやすかったことが考えられた。さらに、EGCG 10 mM 添加
後の Caco-2 細胞表面が白くなっていたため、細胞に影響を与えたことで、PC (-) 
でもコレステロールの取り込みが若干低下した可能性が考えられた。そのため、




トに投与するとコレステロールの吸収が抑制されることを報告した 26, 27) 。脂質
エマルジョン中のコレステロールは生体内で胆汁酸ミセルに溶解した後吸収さ
れるため、この 2 つの実験 26, 27)でもラット小腸内腔でコレステロールを沈殿さ
せずともコレステロールの吸収を抑制した可能性が考えられた 26, 27)。そこで、
第 2 節では、コレステロールが沈澱しない条件（EGCG 10 mM）で EGCG が胆
汁酸ミセルに溶解したコレステロールの吸収に影響を与えるかどうか膵胆管カ
ニュレーション手術を施したラットを用いて検討をおこなった。その結果、胸



















一方で、今回の EGCG 添加量 10mM が多すぎた可能性も考えられた。そのた








ロールを沈殿させない量の EGCG を添加した場合の Caco-2 細胞への放射性コ
レステロールの取り込みに及ぼす影響について検討を行った。その結果、コレ
ステロールが沈澱しない条件である EGCG 2 mM 添加によるコレステロール取
り込み抑制作用は認められなかった。そこで、EGCG 濃度を 10 mM まで上げて
再度検討を行った。その際、PC の存在下および非存在下での検討も同時に行っ





また、コレステロールが沈澱しない条件（EGCG 10 mM）で EGCG が胆汁酸
ミセルに溶解したコレステロールの吸収に影響を与えるかどうか膵胆管カニュ
レーション手術を施したラットを用いて検討をおこなった。その結果、胸管リ








































PC の 3 分子種の複合体を形成して沈殿する可能性が考えられた。そこで、リン
脂質のみからなるベシクルを調製し、茶カテキンがリン脂質の溶解性を低下さ
せるかどうか検討を行った。その結果、茶カテキンのうち特にガレート型カテ
キンがリン脂質のなかでも特に PC のベシクル溶解性を低下させた（Fig. 2-2-1 
and Fig. 2-2-2）。このことから、ガレート型カテキンが PC の溶解性を低下させる
ことで、コレステロールの胆汁酸ミセル溶解性をも低下させる可能性が考えら
れた。そこで、PC の溶解性の低下がコレステロールの胆汁酸ミセルへの溶解性
をどの程度低下させるのか、コレステロール-PC 含有胆汁酸ミセル中の PC 濃
度を変化させて調製し、その際のコレステロール溶解量について検討を行った。
その結果、PC 濃度と比例してのコレステロールの胆汁酸ミセルへの溶解量の低













れにくく吸収されにくいことが報告されている 75)。また、コレステロールと PC 
の相互作用を示唆する報告がなされている 70-73)。そこでコレステロールおよび
PC の胆汁酸ミセルへの親和性に与える EGCG の影響について検討を行ったと
ころ、EGCG はコレステロールおよび PC の胆汁酸ミセルへの親和性を強める






そこで第 3 章では、EGCG が胆汁酸ミセルやその構成成分と相互作用するの
かどうか、各種 NMR 法を用いて検討を行った。1H-NMR 測定、DOSY 解析およ
び T1による解析結果から、EGCG はコレステロール-PC-MO-OA 含有胆汁酸ミセル
と相互作用していることが確認された（Fig. 3-1-2, Table 3-1-1, Fig. 3-1-3, Fig. 3-1-4, 







そこで、コレステロールが沈殿しない条件で EGCG とコレステロール-PC 含有
胆汁酸ミセルが相互作用することによって、両者のどの部分が接近しているのか
を明らかにするため NOESY 測定を行った。その結果、リン脂質二重層を用いた
報告と同様に、胆汁酸ミセルにおいても EGCG のガロイル基と PC のトリメチ
ルアンモニウム基(位)との間に分子間 NOE が検出された（Fig. 3-5-1 and Fig. 
3-5-2）。このことから、EGCG とコレステロール-PC 含有胆汁酸ミセルが相互作
用する際には、EGCG のガロイル基と PC のトリメチルアンモニウム基（位）




た。一方で、EGCG とコレステロールの間に分子間 NOE は観察されず、EGCG
とコレステロールが直接相互作用するとは考えられなかった。しかしながら、
コレステロールと PC がリン脂質二重層中で 1：1 の化学量論比で相互作用して
いるとの報告もある 86）。そのため、コレステロール-PC 複合体に EGCG がその
複合体中の PC と相互作用することで、コレステロール-PC-EGCG 複合体を形
成し、沈殿する可能性が考えられる。しかしながら、NOESY は特異的相互作用
の観察には非常に有用であるが、非特異的な相互作用の観察にはあまり適して
いない。そのため、NOESY では EGCG とコレステロールが非特異的に疎水性
相互作用する場合、各 NOE が弱く、観察されないこともありえる。そのため、










て得られた各種カテキンの POPC に対するみかけの解離定数 KD を算出したと
ころ、ガレート型カテキンは遊離型カテキンと比較してみかけの解離定数が 1/10 
以下と小さく、遊離型カテキンよりも強固に POPC と結合していることが示唆
された（Table 4-1）。このガレート型カテキンと遊離型カテキンの PC との結合
の強さの違いが、ガレート型カテキンが遊離型カテキンよりも PC の溶解性低下
作用が強い要因であることが示唆された。また、EGCG は EGC には認められな
かったコレステロールおよび PC の胆汁酸ミセルへの親和性を強める作用が第 2





び DOPA からなるリン脂質二重層にコレステロールを組み込み、EGCG とコレ
ステロールの分子間相互作用解析を Binding analyses にて行った。しかしながら、
全ての固定化パターンで EGCG 添加時のレスポンス上昇および EGCG 添加量








ート型カテキンが PC と特異的相互作用することで PC の溶解性を低下させる
ことでコレステロールの溶解性を低下させるのか、あるいは、ガレート型カテ








EGCG 10 mM 添加（沈澱しない量）では PC の存在下および非存在下どちらで
も小腸上皮細胞のモデルである Caco-2 細胞でのコレステロールの取り込みの割
合が EGCG 無添加の場合と比較して有意に低下した（Fig. 5-1-2）。また、この
コレステロールの取り込みの割合の低下は PC を含まない胆汁酸ミセルでは減
弱し、PC の関与が示唆された（Fig. 5-1-2）。
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